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　　Abstract　O bjective　Pathohistological sdudy showed that p tergium consists mainly of new blood vessels and fibroblast
tissue, indicating a closely relation of neovascularization and fibroblast tissue with p tergium development. The aim of p resent study
was to invastigate the interactions between cap illary endothelial cell and fibroblast in pathogenesis of p terygium. 　M ethods　
Pterygial samp les were obtained during the surgery, and normal conjunctival samp les were obtained from donors dead for 2 hours.
The samp les were cultured using tissue exp lant technique to obtain p terygium vascular endothelial cells ( PVEC) , p terygium
fibroblasts( PFC) and conjunctival fibroblasts. Then culture alone, conditional culture and coculture of PVEC and PFC were used
to form different culture system s. The location and level of p rotein and mRNA of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
basic fibroblast growth factor ( bFGF) in cultured cells and culture medium were determ ined by immunohischem istry, enzyme2
linked immunosorbentassay ( EL ISA ) and reverse transcrip tase polymerase chain reaction ( RT2PCR ). 　Results　Cultrued
vascular endothelial cells showed the positive response for CD34 and factor Ⅷ antigen, and the fibroblast cells showed the positive
response for vimentin. The exp ression of VEGF p rotein in cell supernatant was low in cultured alone system group but increased
significantly in conditional and cocultured system group s ( P < 0105). The RNA level of VEGF in cell supernatant in coculture
system group was significantly increased in comap rison with conditional and culture alone system group s ( P < 0105). Exp ressions
of bFGF p rotine and RNA in cell supernatant followed the same trand to VEGF. 　Conclusion 　 The p terygium vascular
endothelial cells and fibroblasts p resent a p romoting effect each other, and they p lay a synergic role in the formation of p terygia.
　　Key words　p terygium; vascular endothelial cell; fibroblast; vascular endothelial growth factor; basic fibroblast growth factor
摘要 　目的 　探讨翼状胬肉中血管内皮细胞和成纤维细胞之间的相互作用。 方法 　收集翼状胬肉标本 ,采用血管
内皮细胞和成纤维细胞单独培养、条件培养和共同培养的方法构建培养体系 ,采用 EL ISA和 RT2PCR法检测 3种体系培
养上清液和细胞中血管内皮细胞生长因子 (VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF)蛋白及 mRNA含量的变化。 结
果 　单独培养、条件培养和共同培养各组培养上清液中 VEGF和 bFGF的质量浓度增加 ,差异均有统计学意义 ( P <
0105) ;细胞单独培养、条件培养和共同培养三者相比 , VEGF和 bFGF的 mRNA表达升高 ,差异均有统计学意义 ( P <
0105)。 结论 　内皮细胞和成纤维细胞有相互上调作用 , 2种细胞在翼状胬肉的发生发展过程中相互促进。
关键词 　翼状胬肉 ; 血管内皮细胞 ; 成纤维细胞 ; 血管内皮细胞生长因子 ; 碱性成纤维细胞生长因子
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　　翼状胬肉是眼科的常见病之一 ,其发病机制和复
发原因仍然是眼科研究的热点之一。病理学和病理生
理学研究证实翼状胬肉是增生性病变 [ 1 - 3 ] ,翼状胬肉
上皮下主要是新生血管和纤维结缔组织 ,尤其是复发
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1　材料与方法
1. 1　材料
收集 2006年 6月 —12月在郑州大学第一附属医
院眼科手术切除的原发性翼状胬肉 20例 ,均位于鼻
侧 ,其中男 12例 ,女 8例 ;年龄 25～73岁 ,平均 5016
岁。另取正常供体结膜 10例 ,均在死亡后 2 h内取得。
1. 2　方法
经组织块培养法 [ 5 ]培养翼状胬肉微血管内皮细
胞、成纤维细胞和结膜成纤维细胞 (内皮细胞表达
CD34分子阳性、因子 Ⅷ相关抗原阳性 ,成纤维细胞表




(p terygium vascular endothelial cells, PVEC)、成纤维细
胞 (p terygium fibroblast cells, PFC)分为 3个培养体系
共计 5组。单独培养体系 : 1组 ( PVEC)、3组 ( PFC) ;
条件培养体系 : 2组 ( PVEC + PFC上清液 )、4组 ( PFC
+ PVEC上清液 ) ;共同培养体系 : 5组 ( PVEC + PFC共
同培养 )。通过 EL ISA和 RT2PCR法检测 3种培养体
系中细胞培养上清液和细胞中血管内皮细胞生长因子
( vascular endothelial growth factor, VEGF)、碱性成纤维
细胞生长因子 ( basic fibroblast growth factor, bFGF)的蛋
白及 mRNA含量的变化。以 EL ISA法测量蛋白的实验
分 3个时间点采样 , RT2PCR法测量 mRNA的实验重复
进行 3次 ; VEGF和 bFGF蛋白的质量浓度以 450 nm波
长下测量的 OD值来表示 ,两者 mRNA的含量以 260 nm
波长下测量的 mRNA每微克拷贝数为单位表示。
1. 3　统计学方法
采用 SPSS 10. 0统计学软件进行统计学处理。所
有数据均以 x ±s表示。5个组细胞上清液中 VEGF、
bFGF的质量浓度变化、细胞间 VEGF mRNA和 bFGF
mRNA含量的总体变化采用单因素方差分析 ,组间相
应指标的两两比较采用 SNK2q检验。P < 0105为差异
有统计学意义。
图 1　VEGF的标准曲线
Fig. 1　Standard curve of VEGF
2　结果
2. 1　EL ISA法检测细胞上清液中 VEGF和 bFGF质量
浓度的改变
根据试剂盒标准品制作 VEGF和 bFGF的标准曲
线 (图 1, 2) ,测量不同培养体系培养上清液中 VEGF
和 bFGF的质量浓度 ,组间两两比较 , 1组与 2组相比 ,
2组与 5组相比 , 3组与 4组相比 , 4组与 5组相比
VEGF的质量浓度明显上升 ,差异均有统计学意义 ( P
< 0105) (表 1) ,而 bFGF的质量浓度出现同样趋势 ,
差异均有统计学意义 ( P < 0105) (表 2)。
图 2　bFGF的标准曲线
Fig. 2　Standard curve of bFGF
表 1　不同培养体系培养上清液中 VEGF的
质量浓度变化 ( x ±s, OD值 )
Table 1　VEGF level in different cell supernatants(x ±s,OD value)
Group
Contents of VEGF in different time po ints
24 h 48 h 72 h
PVEC 0. 89 ±0. 10 1. 57 ±0. 08 2. 28 ±0. 05
PVEC + PFC supernatant 1. 26 ±0. 07b 1. 88 ±0. 07b 2. 61 ±0. 05b
PFC 0. 68 ±0. 10 1. 44 ±0. 05 1. 90 ±0. 04
PFC + PVEC supernatant 1. 25 ±0. 14e 1. 70 ±0. 08e 2. 34 ±0. 06e
PVEC + PFC co2culture 1. 45 ±0. 10hk 2. 12 ±0. 07hk 2. 82 ±0. 07hk
F 3. 254 4. 372 4. 021
P 0. 043 0. 031 0. 039
　b P < 0105 vs respective PVEC group, e P < 0105 vs respective PFC group,
h P < 0105 vs respective PVEC + PFC supernatant, k P < 0105 vs respective
PFC + PVEC supernatant(One2way ANOVA, SNK2q test)
表 2　不同培养体系培养上清液中 bFGF的
质量浓度变化 ( x ±s, OD值 )
Table 2　bFGF level in different cell supernatants(x ±s,OD value)
Group
Contents of bFGF in different time po ints
24 h 48 h 72 h
PVEC 0. 52 ±0. 10 1. 02 ±0. 06 1. 43 ±0. 05
PVEC + PFC supernatant 0. 90 ±0. 06b 1. 32 ±0. 04b 1. 68 ±0. 07b
PFC 0. 69 ±0. 07 1. 16 ±0. 05 1. 56 ±0. 08
PFC + PVEC supernatant 1. 28 ±0. 05e 1. 77 ±0. 04e 2. 11 ±0. 06e
PVEC + PFC co2culture 1. 29 ±0. 08hk 1. 91 ±0. 06hk 2. 40 ±0. 05hk
F 5. 632 3. 267 7. 235
P 0. 037 0. 047 0. 021
　b P < 0105 vs respective PVEC group, e P < 0105 vs respective PFC group,
h P < 0105 vs respective PVEC + PFC supernatant, k P < 0105 vs respective
PFC + PVEC supernatant(One2way ANOVA, SNK2q test)
2. 2　RT2PCR法检测细胞中 VEGF和 bFGF的 mRNA
含量的改变
RT2PCR 结果显示 : 细胞中 VEGF 和 bFGF 的
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mRNA拷贝数均有明显增加。组间两两比较 , 1组与 2
组相比 , 2组与 5组相比 , 3组与 4组相比 , 4组与 5组
相比 VEGF的 mRNA含量明显升高 ,差异均有统计学
意义 ( P < 0105) (表 3) ,而 bFGF的 mRNA含量出现同
样趋势 ,差异均有统计学意义 ( P < 0105) (表 4)。
表 3　不同组细胞中 VEGF m RNA含量 ( x ±s,拷贝数 /μg)
Table 3　RNA contents of VEGF in different group s
( x ±s, copy number/μg)
Group
V EGF RNA level in samp les from different times
1 st time 2nd time 3 rd time
PVEC 7 089 ±376 7 834 ±356 7 561 ±382
PVEC + PFC supernatant 12 651 ±398b 11 973 ±411b 12 704 ±407b
PFC 12 302 ±220 12 274 ±221 11 907 ±220
PFC + PVEC supernatant 17 711 ±257e 17 205 ±253e 17 439 ±221e
PVEC + PFC co2culture 29 740 ±350hk 29 429 ±366hk 30 129 ±332hk
F 2. 370 11. 200 13. 260
P 0. 003 0. 000 0. 000
　b P < 0105 vs respective PVEC group, e P < 0105 vs respective PFC group,
h P < 0105 vs respective PVEC + PFC supernatant, k P < 0105 vs respective
PFC + PVEC supernatant(One2way ANOVA, SNK2q test)
表 4　不同组细胞中 bFGF m RNA含量 ( x ±s,拷贝数 /μg)
Table 4　RNA contents of bFGF in different group s
( x ±s, copy number/μg)
Group s
bFGF RNA level in samp les from different times
1 st time 2nd time 3 rd time
PVEC 2 254 375 ±31 067 2 194 782 ±31 122 2 239 810 ±31 001
PVEC + PFC supernatant 5 341 880 ±20 753b 5 300 398 ±20 335b 5 319 873 ±20 887b
PFC 5 207 623 ±24 973 5 189 372 ±24 782 5 238 761 ±24 988
PFC + PVEC supernatant 6 724 670 ±13 247e 6 708 736 ±13 266e 6 698 371 ±13 210e
PVEC + PFC co2culture 8 041 666 ±27 275hk 8 018 934 ±27 253hk 7 987 354 ±27 221hk
F 11. 380 10. 650 12. 470
P 0. 000 0. 000 0. 000
　b P < 0105 vs respective PVEC group, e P < 0105 vs respective PFC group,
h P < 0105 vs respective PVEC + PFC supernatant, k P < 0105 vs respective


















热点 [ 6 - 12 ]。bFGF最初是从牛脑和牛脑垂体中提取出
来的 ,因其对 3T3细胞有强烈的促进增生和有丝分裂
作用而得名 [ 13 - 14 ]。 bFGF相应受体是 FGF受体 1,
bFGF与 FGF受体结合后除了激活下游信号分子外还
可以形成一个复合体进入细胞内 ,最终定位于核内
视 [ 15 ]。





清液 ,例如 PVEC条件培养体系中为 PVEC和 PFC的
培养上清液 ;共同培养体系中有 2种细胞和 2种培养




结果表明 , PVEC的条件培养体系中 VEGF的质量浓
度及其 mRNA含量均高于单独培养体系 ( P < 0105) ,
说明存在于 PFC培养上清液中的 bFGF对 PVEC的确
有促进 VEGF合成和分泌的作用 ,而共同培养体系中
VEGF的质量浓度及其 mRNA含量均高于条件培养体
系 ( P < 0105) ,进一步说明 PFC细胞本身对 PVEC的
促进作用更强一些 ,而且此促进作用不仅通过细胞因
子发挥 ,可能还和细胞之间的接触传递相关。在 PFC
的培养体系中也存在同样的趋势 ,说明 PVEC对 PFC
也有促进作用 ,而且共同培养高于条件培养 ,条件培养
又高于单独培养。从结果中还可以看出 , PFC 对
PVEC 的作用大于 PVEC 对 PFC 的作用。周琳瑛
等 [ 16 ]的研究指出翼状胬肉中血管增生和弹性纤维增
生间存在某种关系。
另外 ,本实验中关于细胞中 mRNA的研究 ,国内
外一般的做法是在条件改变 6 h后取样 ,因为从 DNA
转录产生 mRNA,大约在 6 h左右 ,时间过短则不能正
确反映 mRNA的变化 ;关于细胞因子尤其是分泌型细
胞因子的研究 ,一般是在条件改变 24 h后取样较好 ,因
为从 DNA转录到 mRNA ,之后蛋白质翻译 ,所需时间
大于 24 h。
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